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1. Нет прямой зависимости между 1. Нет прямой зависимости между 
сложностью организации вида сложностью организации вида 
животных и количеством животных и количеством 
генетического материала, которым он генетического материала, которым он 
обладает (обладает (MirskyMirsky, , RisRis, 1951)., 1951).  

2. Различие размеров геномов близких 2. Различие размеров геномов близких 
видов, часто не обладающих по видов, часто не обладающих по 
отношению друг к другу какими-либо отношению друг к другу какими-либо 
адаптивными преимуществами адаптивными преимуществами 
((Moriyama Moriyama et alet al.,., 1998) .  1998) . 



•  сравнение ортологичных сравнение ортологичных 
последовательностей ДНК последовательностей ДНК 
хорошо изученных и довольно хорошо изученных и довольно 
близких видов;близких видов;

•  изучение фрагментов ДНК, изучение фрагментов ДНК, 
элиминируемых в процессе элиминируемых в процессе 
диминуции хроматина.диминуции хроматина.



Диминуция хроматина – Диминуция хроматина – 
запрограммированныйзапрограммированный
в онтогенезе процесс,в онтогенезе процесс,

в ходе которого происходит в ходе которого происходит 
необратимая потерянеобратимая потеря

части генетического материала части генетического материала 
из генома соматических клеток.из генома соматических клеток.  



•  доля элиминируемой ДНК составляет 94%;доля элиминируемой ДНК составляет 94%;
•  сохраняется исходное число хромосом;сохраняется исходное число хромосом;
•  эДНК упаковывается в специфические гранулы.эДНК упаковывается в специфические гранулы.

Cyclops kolensisCyclops kolensis (Crustacea (Crustacea: : CopepodaCopepoda))  



1 мкм

5 мкм

Хромосомы и гранулы с эДНКХромосомы и гранулы с эДНК
у у C. kolensisC. kolensis  (из: Акифьев, Гришанин, 1993)(из: Акифьев, Гришанин, 1993) ..

хромосомы в клеткехромосомы в клетке
зародышевого путизародышевого пути

гранула с эДНКгранула с эДНК хромосомыхромосомы
соматических клетоксоматических клеток 

гранула с эДНКгранула с эДНК
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СсылкаСсылкаДеление,Деление,
во время во время 
которого которого 

происходит происходит 
ДХДХ

Гаплоидный Гаплоидный 
набор набор 

хромосомхромосом

Размер Размер 
генома; генома; 

до/после ДХ до/после ДХ 
1С (пг)1С (пг)

ВидВид

Примечание: н.д. – нет данных.



Цель работы:Цель работы:

изучение молекулярной структуры изучение молекулярной структуры 
последовательностей ДНК, последовательностей ДНК, 
элиминируемых в процессе диминуцииэлиминируемых в процессе диминуции
у у CyclopsCyclops  kolensis kolensis ((CrustaceaCrustacea: : 
CopepodaCopepoda),),
и их сравнительный анализи их сравнительный анализ
у представителей двух географически у представителей двух географически 
изолированных популяцийизолированных популяций
(московской и байкальской).(московской и байкальской).



Задачи работы:Задачи работы:
1. Изучить структуру последовательностей ДНК, 1. Изучить структуру последовательностей ДНК, 
элиминируемых в процессе диминуции у элиминируемых в процессе диминуции у CC. . kolensiskolensis
из московской популяции.из московской популяции.

2. Провести сравнительный анализ структуры 2. Провести сравнительный анализ структуры 
некодирующих последовательностей ДНК генома некодирующих последовательностей ДНК генома 
соматических клеток соматических клеток CC. . kolensiskolensis  и эДНК.и эДНК.

3. Оценить консерватизм структуры генома3. Оценить консерватизм структуры генома
CC. . kolensiskolensis  из двух географически изолированных из двух географически изолированных 
популяций: московской и байкальской.популяций: московской и байкальской.

4. Выявить, удаляются ли полностью из генома 4. Выявить, удаляются ли полностью из генома 
презумптивных соматических клеток презумптивных соматических клеток 
последовательности ДНК, полученные из последовательности ДНК, полученные из 
диминуционных гранул.диминуционных гранул.



Сбор материала гранул с эДНК.Сбор материала гранул с эДНК.
а.а. б.б.

в.в. г.г.



Флуоресцентная гибридизация Флуоресцентная гибридизация in situ in situ материала материала 
постдиминуционных гранул, меченного биотином постдиминуционных гранул, меченного биотином 

с додиминуционными хромосомами с додиминуционными хромосомами C. kolensisC. kolensis..



Общая характеристика Общая характеристика 
последовательностей эДНК.последовательностей эДНК. 

61,161,131564315646506501291299090

АТ-пары, АТ-пары, 
%%

Общая Общая 
длина, длина, 

п.н.п.н.

Максимальная Максимальная 
длина длина 

фрагмента, п.н.фрагмента, п.н.

Минимальная Минимальная 
длина длина 

фрагмента, п.н.фрагмента, п.н.

Кол-во Кол-во 
клоновклонов

Последовательность нуклеотидов каждого фрагмента была 
переведена в аминокислотную последовательность во всех 
шести рамках считывания
(сравнение их с соответствующими банками данных 
существенной гомологии не показало).



-1919  уникальных фрагментов;уникальных фрагментов;

-3030 фрагментов, высокогомологичных фрагментов, высокогомологичных
по нуклеотидному составу (77-96%),по нуклеотидному составу (77-96%),
были разделены на 7 группбыли разделены на 7 групп
повторяющихся последовательностей;повторяющихся последовательностей;

-4141 клон входил в состав 8 групп клон входил в состав 8 групп
фрагментов ДНК,фрагментов ДНК,
которые состояли из точных копий.которые состояли из точных копий.



Повторяющиеся мотивы внутри семейства Повторяющиеся мотивы внутри семейства 
повторов №1 эДНК повторов №1 эДНК C. kolensis.C. kolensis.



ППоказаны следующие закономерности в оказаны следующие закономерности в 
организации нуклеотидных организации нуклеотидных 
последовательностей эДНпоследовательностей эДНК:К:

      - - каждый фрагмент содержит в своем составе откаждый фрагмент содержит в своем составе от
          1 до 6 семейств коротких повторов1 до 6 семейств коротких повторов  (от 7 до 40 п.н.);(от 7 до 40 п.н.);



- обнаружены - обнаружены 
повторяющиеся повторяющиеся 
мотивы, присущие мотивы, присущие 
большинству большинству 
последовательностей последовательностей 
эДНК.эДНК.



Повторяющиеся мотивыПовторяющиеся мотивы
в составе фрагмента в составе фрагмента CkD 8CkD 8..

- мозаичная структура- мозаичная структура
многих повторовмногих повторов
в геноме клетокв геноме клеток
зародышевого пути;зародышевого пути;

-высокая степеньвысокая степень
гомологии внутригомологии внутри
отдельных семействотдельных семейств
повторов.повторов.



Общая характеристикаОбщая характеристика
последовательностейпоследовательностей

постдиминуционной ДНК.постдиминуционной ДНК.

62,762,740384038
77

134513451501504848

АТ-пары, АТ-пары, 
%%

Общая Общая 
длина, длина, 

п.н.п.н.

Максимальная Максимальная 
длина длина 

фрагмента, п.н.фрагмента, п.н.

Минимальная Минимальная 
длина длина 

фрагмента, п.н.фрагмента, п.н.

Кол-во Кол-во 
клоновклонов

-  все фрагменты уникальные;все фрагменты уникальные;
-  11 фрагментов обладают гомологией с известными11 фрагментов обладают гомологией с известными
аминокислотными последовательностями.аминокислотными последовательностями.



Повторяющиеся мотивы, присущие большинствуПовторяющиеся мотивы, присущие большинству
последовательностей постдиминуционной ДНК.последовательностей постдиминуционной ДНК.



1. Изучение ДНК, удаляемой в процессе Изучение ДНК, удаляемой в процессе 
диминуции, может внести вклад в диминуции, может внести вклад в 
понимание структуры и роли избыточной понимание структуры и роли избыточной 
ДНК, а сам процесс диминуции служит ДНК, а сам процесс диминуции служит 
удобной моделью для исследования этой удобной моделью для исследования этой 
проблемы.проблемы.

2. Кроме того, при анализе эДНК мы 2. Кроме того, при анализе эДНК мы 
имеем дело с чистым материалом, данные имеем дело с чистым материалом, данные 
последовательности являются последовательности являются 
«избыточными» для соматических клеток.«избыточными» для соматических клеток.



96,3%93,5%Доля элиминируемой ДНК (%)

2,30±0,04
0,085±0,002

2,30±0,03
0,15±0,002

Содержание ядерной ДНК (M±m) в 
клетках:
до диминуции;
после диминуции.

70-80 мин
70-80 мин
9-10 час

50-60 мин
50-60 мин

70-90 мин*
70-90 мин*

8-9 час*
50-60 мин*
50-60 мин*

Длительность интерфаз первых пяти 
делений дробления:
перед 2-м;
перед 3-м;
перед 4-м (диминуционным делением);
перед 5-м;
перед 6-м.

2222*Число хромосом (2n)

Байкальская 
популяция

Московская 
популяция

Характеристика

Сопоставление характеристик диминуции хроматинаСопоставление характеристик диминуции хроматина
у у C. kolensisC. kolensis  из московской и байкальской популяций.из московской и байкальской популяций.

Примечание: * – данные из: Гришанин, Акифьев, 1993; Гришанин и др., 1996Примечание: * – данные из: Гришанин, Акифьев, 1993; Гришанин и др., 1996



ЭлектрофЭлектрофорез фрагментов ДНК, орез фрагментов ДНК, 
полученных в результате ПЦР реакции полученных в результате ПЦР реакции 

для двух клонов эДНК: для двух клонов эДНК: CkDCkD55 (А) и 55 (А) и CkDCkD22 22 
(Б(Б))..

А.                                                           Б.Москва МоскваБайкал Байкал



++++++134134++++++4242
++++++116116++++++3030
++++++108108++++++2929
++++++9393++++++2525
++++++9292––––++2222
++++++7171++++++1818
++++++6262++++++1111
++++++5555++++++88
++++++4747++++++77
++++++4444++++++33
++++++4343++++++22

sCkBsCkBglCkBglCkBsCkMsCkM№ № 
фрагментафрагмента

sCkBsCkBglCkBglCkBsCkMsCkM№ № 
фрагментафрагмента

Присутствие (Присутствие (++) / отсутствие () / отсутствие (––) фрагментов эДНК ) фрагментов эДНК 
в геномах до- и после диминуции в геномах до- и после диминуции CC. . kolensis kolensis из из 

московской и байкальской популяций.московской и байкальской популяций.  



Выравнивание последовательностейВыравнивание последовательностей
нуклеотидов ПЦР продуктов.нуклеотидов ПЦР продуктов. 



Сравнительный анализ консенсусовСравнительный анализ консенсусов
нуклеотидных последовательностей нуклеотидных последовательностей 

для фрагмента для фрагмента CkD55CkD55.. 

Примечание: Примечание: CkD55CkD55  – фрагмент эДНК;– фрагмент эДНК;
                                                  glCkMglCkM  – московская популяция;– московская популяция;
                                                  glCkBglCkB  ––  байкальская популяция.байкальская популяция.



94.794.7CkD 62CkD 6298.198.1CkD 25CkD 25
95.995.9CkD134CkD13497.397.3CkD 55CkD 5593.493.4CkD 18CkD 18
96.296.2CkD 116CkD 11698.798.7CkD 44CkD 4495.795.7CkD 11CkD 11
98.398.3CkD 108CkD 10894.994.9CkD 43CkD 4397.597.5CkD 8CkD 8
98.198.1CkD 93CkD 9399.599.5CkD 42CkD 4290.390.3CkD 7CkD 7
95.495.4CkD 92CkD 9297.697.6CkD 30CkD 3091.691.6CkD 3CkD 3
92.792.7CkD 71CkD 7196.896.8CkD 29CkD 2997.097.0CkD 2CkD 2

Процент Процент 
гомологиигомологии

Номер Номер 
фрагментафрагмента

Процент Процент 
гомологиигомологии

Номер Номер 
фрагментафрагмента

Процент Процент 
гомологиигомологии

Номер Номер 
фрагментафрагмента

Гомология между последовательностямиГомология между последовательностями
нуклеотидов для фрагментов эДНКнуклеотидов для фрагментов эДНК

в додиминуционных геномах в додиминуционных геномах C. kolensisC. kolensis
из московской и байкальской популяций.из московской и байкальской популяций.



ВЫВОДЫ:ВЫВОДЫ:

1. Впервые получены и охарактеризованы последовательности 1. Впервые получены и охарактеризованы последовательности 
ДНК,ДНК,

элиминируемые (эДНК) в процессе диминуции хроматина из элиминируемые (эДНК) в процессе диминуции хроматина из 
хромосом презумптивных соматических клеток хромосом презумптивных соматических клеток Cyclops kolensisCyclops kolensis  
московской популяции. Выявлены следующие закономерности:московской популяции. Выявлены следующие закономерности:

- последовательности эДНК являются АТ-богатыми;- последовательности эДНК являются АТ-богатыми;
- среди фрагментов обнаружены семейства повторов;- среди фрагментов обнаружены семейства повторов;
- каждый фрагмент содержит в своем составе от 1 до 6 семейств - каждый фрагмент содержит в своем составе от 1 до 6 семейств 

коротких повторов с высокой гомологией внутри семейств;коротких повторов с высокой гомологией внутри семейств;
- между фрагментами найдены гомологичные мотивы, присущие - между фрагментами найдены гомологичные мотивы, присущие 

большинству фрагментов;большинству фрагментов;
- с помощью гибридизации - с помощью гибридизации in situ in situ показано, что вырезаемые показано, что вырезаемые 

последовательности локализованы в самых различных районах последовательности локализованы в самых различных районах 
хромосом.хромосом.



2. Впервые изучена картина диминуции хроматина у 2. Впервые изучена картина диминуции хроматина у CC. . kolensiskolensis        
        из байкальской популяции. Показано, что ДХ происходит во из байкальской популяции. Показано, что ДХ происходит во 
        время 4-го деления дробления с сохранением числа хромосом время 4-го деления дробления с сохранением числа хромосом 
        (2(2nn=22), длительность преддиминуционной интерфазы =22), длительность преддиминуционной интерфазы 
        составляет 9-10 часов. Сопоставление характеристик ДХ усоставляет 9-10 часов. Сопоставление характеристик ДХ у
        CC. . kolensis kolensis из московской и байкальской популяций из московской и байкальской популяций 
        подтверждает предположение о том, что ДХ может быть подтверждает предположение о том, что ДХ может быть 
        использована в качестве одного из важных признаков при использована в качестве одного из важных признаков при 
        идентификации видов рода идентификации видов рода CyclopsCyclops..
3. Показано, что 20 из 21 проанализированного фрагмента эДНК, 3. Показано, что 20 из 21 проанализированного фрагмента эДНК, 
        полученного из диминуционных гранул полученного из диминуционных гранул CC. . kolensis kolensis из из 
        московской популяции, присутствуют также и в московской популяции, присутствуют также и в 
        додиминуционном геноме додиминуционном геноме CC..  kolensiskolensis из байкальской  из байкальской 
        популяции. Данные последовательности эДНК являются популяции. Данные последовательности эДНК являются 
        консервативными (90-99% гомологии).консервативными (90-99% гомологии).
4. Выявлено, что последовательности эДНК не полностью 4. Выявлено, что последовательности эДНК не полностью 
        удаляются во время ДХ и присутствуют в постдиминуционном удаляются во время ДХ и присутствуют в постдиминуционном 
        геноме циклопов из обеих популяций. Структура эДНК и геноме циклопов из обеих популяций. Структура эДНК и 
        некодирующих последовательностей постдиминуционной некодирующих последовательностей постдиминуционной 
        ДНК в общих чертах сходна.ДНК в общих чертах сходна.
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